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La presente invention concerne un procede pour la separation 
de proteines et peptides par electrophorese capillaire ainsi que des 
compositions de tampon comportant un additif utile pour cette separation. 

II est connu d'analyser le taux des proteines dans des liquides 
biologiques comme du serum, avec des visees analytiques et notamment 
diagnostiques, et usuellement de separer des proteines par electrophorese, 
tant en electrophorese sur gel qu'en electrophorese capillaire. L'un des 
interets de I electrophorese capillaire reside dans le fait que de tres petites 
quantites des liquides biologiques a analyser sont necessaires. De plus la 
separation par cette technique peut etre tres rapide, dans la mesure ou de 
forts voltages peuvent etre utilises sans que I'echantillon ne s'echauffe trop 
lors de la separation. 

Pour la separation des proteines seriques, on effectue 
classiquement ('electrophorese capillaire avec des tampons alcalins. 
Usuellement, les profils proteiques obtenus comportent cinq ou six fractions 
que sont la fraction albumine, les fractions a r et a 2 -globuline, la fraction 
P-globuline ou les fractions p r et pVglobuline et la fraction y-globuline. 

De telles separations peuvent etre faites, en electrophorese 
capillaire, notamment, a I'aide de tampons d'analyse et techniques tels que 
decrits aux brevets US Re 36 01 1 ou EP 518 475. 

Jusqu'ici, en electrophorese capillaire notamment, la separation 
de falbumine et de fcn-globuline est toutefois insatisfaisante. 

La demanderesse a maintenant mis en evidence qu'en utilisant 
un additif au tampon d'analyse, additif comportant un pole anionique a un 
pH supeheur a 9 et une partie hydrophobe, il etait possible d'obtenir une 
separation amelioree, notamment la separation albumine/c^-globuline. Ces 
additifs sont capables d'une part d'interactions hydrophobes avec un ou 
plusieurs constituants proteiques et d'autre part capables d'apporter a ce 
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ou ces constituants proteiques une ou plusieurs charges negatives et d'en 
modifier la mobilite electrophoretique. 

Ainsi I'invention concerne un procede d'electrophorese capillaire 
en solution libre a pH alcalin pour I'analyse d'echantillons comportant des 
constituants proteiques, dans lequel on introduit I'echantillon dans un tube 
capillaire contenant un tampon d'analyse, ledit tampon d'analyse 
comportant en outre au moins un additif capable d'interaction hydrophobe 
avec un ou plusieurs constituants proteiques et capable d'apporter a ce ou 
ces constituants proteiques une ou plusieurs charges negatives et d'en 
modifier la mobilite electrophoretique. Cette etape est en general suivie de 
la separation des constituants proteiques par migration et detection des 
constituants. 

[.'invention concerne egalement un procede de separation par 
electrophorese des constituants proteiques d'echantillons comportant de 
l-albumine et les fractions a r ; a 2 - ; (3- (ou p r et p 2 -) ; et y-globuline, dans 
un tampon d'analyse, dans lequel le tampon d'analyse comporte un additif 
en outre au moins capable d'interaction hydrophobe avec I'albumine. 

La presente invention concerne egalement un procede de 
separation electrophoretique, par electrophorese capillaire a pH alcalin en 
solution libre, des constituants proteiques d'un echantillon liquide, procede 
dans lequel on fait passer I'echantillon comportant lesdits constituants dans 
un capillaire contenant un tampon d'analyse comportant en outre au moins 
un additif, I'additif etant un compose comportant un pole anionique a un pH 
superieur a 9 et une partie hydrophobe. 

Ainsi, les composes utiles comme additif pour tampon d'analyse 
en electrophorese capillaire de I'invention sont notamment capables 
d'interaction hydrophobe avec I'albumine ; ces composes peuvent etre par 
exemple des surfactants anioniques tels que ceux utilises en MECC 
(Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), mais a une 
concentration inferieure a leur concentration micellaire critique. Dans la 
presente invention, nous utilisons ces composes en EC en solution libre : il 
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y a apport de charges negatives sur I'albumine par interaction hydrophobe 
entre les residus hydrophobes de I'albumine et la partie hydrophobe de ces 
composes, d'ou une diminution de la mobilite de I'albumine par rapport a 
celle des autres proteines. Une des consequences est la separation 
amelioree de I'albumine et de la fraction a-i. 

Enfin, Pinvention concerne des compositions d'electrolyte pour 
I'electrophorese capillaire comportant au moins un tampon et un additif 
capable d'interaction hydrophobe avec I'albumine, dans un support 
acceptable. 

Comme cela apparaTt dans les exemples, Putilisation d'additifs 
selon Pinvention permet une separation amelioree des fractions albumine et 
ai-globuline. Elle permet en outre un meilleur retour a la ligne de base 
entre ces deux fractions qu'avec les tampons usuels. 

D'autres caracteristiques et avantages de Pinvention apparaitront 
a la lecture de la description detaillee, des exemples et figures annexees. 

La figure 1 represente un electropherogramme d'un serum 
humain normal analyse par electrophorese capillaire en utilisant un tampon 
glycine. 

La figure 2 represente un electropherogramme d'un serum 
humain normal analyse par electrophorese capillaire en utilisant le meme 
tampon glycine avec un additif selon Pinvention. 

La figure 3 represente un electropherogramme d'un serum 
humain normal analyse par electrophorese capillaire en utilisant un tampon 
borate. 

La figure 4 represente un electropherogramme d un serum 
humain normal analyse par electrophorese capillaire en utilisant le meme 
tampon borate avec un additif selon Pinvention. 

La figure 5 represente un electropherogramme d'un serum 
humain normal, obtenu par electrophorese sur gel d'agarose. 
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La figure 6 represente un electropherogramme d'un serum d'un 
patient presentant un syndrome inflammatoire aigu, realise en 
electrophorese capillaire avec un tampon glycine. 

La figure 7 represente un electropherogramme d'un serum d'un 
patient presentant un syndrome inflammatoire aigu realise en 
electrophorese capillaire en utilisant le meme tampon glycine avec un 

additif selon Tinvention. 

La figure 8 represente un electropherogramme d'un serum d'un 
patient presentant un syndrome inflammatoire aigu realise en 
electrophorese capillaire avec uh tampon borate. 

La figure 9 represente un electropherogramme d'un serum d'un 
patient presentant un syndrome inflammatoire aigu realise en 
electrophorese capillaire en utilisant le meme tampon borate avec un additif 

selon Tinvention. 

La figure 10 represente un electropherogramme du serum d'un 
patient presentant un syndrome inflammatoire aigu, obtenu par 
electrophorese sur gel d'agarose. 

La figure 11 illustre pour diverses longueurs de la chame 
carbonee d'un alkylsulfonate additionne a un tampon borate usuel, la 
mobilite de la fraction cn-globuline et celle de la fraction albumine. 

A titre d'additif pour tampon utile selon Tinvention et capable 
d'interaction avec la partie hydrophobe de Talbumine, on peut citer ies 
composes comportant un pole anionique a pH superieur a 9 et une partie 
hydrophobe. La partie hydrophobe peut etre composee d'au moins une 
chaine alkyle, ramifiee ou non, de 4 a 20 atomes de carbone, et/ou d'au 
moins une combinaison de 1 a 10 cycles, aromatiques ou non. On prefere 
des combinaisons de 1 a 4 cycles. Comme cela sera facilement compris du 
specialiste, cette partie hydrophobe pourra comporter des residus ou 
fonctions qui ne modifient pas essentiellement son caractere hydrophobe, 
comme un ou plusieurs groupements hydroxy ou amine, par exemple. 
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Le pole anionique peut etre constitue par un ou piusieurs des 
groupes ou fonctions chimiques de la liste suivante : sulfonates, 
carboxylates, sulfates, phosphates, carbonates. 

On peut ainsi citer notamment les surfactants anioniques du type 
cholate, les C 6 a C 10 -alkylsulfonates, le tetradecenesulfonate, les 
naphtalenesulfonates, les C 6 a C 14 alkylcarboxylates, les 
naphtalenecarboxylates, les C 4 a C 14 alkylsulfates, les C 4 a 
Ci 4 -alkylcarbonates, les benzenesulfonates, les benzenecarboxyiates et les 
tampons biologiques zwitterioniques. 

Dans les denominations ci-dessus, les radicaux alkyle sont de 
preference lineaires. 

Parmi les tampons biologiques zwitterioniques utilisables comme 
additif, on peut citer notamment les tampons CAPS (acide 3- 
cyclohexylamino-1-propane-sulfonique) et CHES (acide 2-(N- 
cyclohexylamino)ethanesulfonique), mais tout autre tampon biologique 
zwitterionique est utilisable selon I'invention. 

Parmi les additifs cites ci-dessus, on prefere les C 6 a C 10 
alkylsulfonates et parmi les C 6 a C 10 alkylsulfonates, on prefere 
particulierement I'octanesulfonate. 

Ces composes sont connus en soi et disponibles dans le 
commerce, lis peuvent etre sous forme acide ou sous forme de sels. 

Par echantillon selon I'invention, on entend I'echantillon 
biologique a analyser, prealablement dilue avec une solution de dilution 
appropriee ou du tampon d'analyse, par exemple, ou pur. 

Comme echantillon, on peut analyser tout liquide biologique de 
patients sains ou malades. Ainsi, les liquides biologiques humains peuvent 
etre du serum normal ou pas, et aussi du sang hemolyses, du plasma, de 
I'urine ou du fluide cerebro-spinal. Outre les echantillons biologiques 
humains, on peut analyser des echantillons d'origine animale. Les 
echantillons peuvent aussi etre des proteines synthetiques, et le procede 
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de T invention peut alors avoir des visees de controle de production par 
exemple. 

Les additifs selon ('invention sont particulierement utiles pour les 
analyses de serum, et la separation de proteines seriques, dans des 

echantillons humains. • 

Dans les echantillons de serum, les proteines seriques a separer 

sont I'aibumine et les fractions a r ; a 2 - ; p (ou pi- et p 2 -) ; et y-globuline. 

A titre de tampon d'analyse, on peut utiliser tout tampon 
d'analyse connu, adapte a la separation souhaitee, et utile en 
electrophorese en general, et en electrophorese capillaire en particulier. A 
titre d'exemples, on peut citer les tampons borate, phosphate et carbonate, 
les tampons a base d'acide amine et les tampons dits biologiques. 

Comme tampon biologique, on peut citer les tampons connus 
sous les noms de Bis-TRIS (2-bis[2-hydroxyethyl]amino-2-hydroxymethyl- 
1 ,3-propanediol), ADA (acide N-[2-acetarhido]-2-iminodiacetique), ACES 
(acide 2-[2-acetamino]-2-aminoethanesulfonique), PIPES (acide 1,4- 
piperazinediethanesulfonique), MOPSO (acide 3-[N-morpholino]-2- 
hydroxypropanesulfonique), Bis-TRIS PROPANE (1,3- 

bis[tris(Hydroxymethyl)methylaminolpropane]), BES (acide N,N- 
bis[2hydroxyethyl]-2-aminoethanesulfonique), MOPS (acide 3-[N- 
morpholino]propanesulfonique), TES (acide 2-[2-hydroxy-1 ,1- 
bis(hydroxymethyl)ethylamino]ethanesulfonique), HEPES (acide N-[2- 
hydroethyl]piperazine-N'-(2-ethanesulfonique)), DIPSO (acide 3-N,N-bis[2 
hydroxyethyl]amino-2-hydroxypropanesulfonique), MOBS (acide 4-N- 
morpholinobutanesulfonique), TAPSO (acide 3[N-tris-hydroxymethyl- 
methylamino]-2-hydroxypropane sulfonique), TRIS (2-amino-2- 
[hydroxymethyl]-1 ,3-propanediol), HEPPSO (acide N-[2- 

hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-hydroxypropanesulfonique]), POPSO (acide 
piperazine-N.N'-bis^-hydroxypropanesulfonique], TEA (triethanolamine), 
EPPS '(acide N-[2-hydroxyethyl]-piperazine-N'-[3-propane-sulfonique]), 
TRICINE (N-tris[hydroxymethyl]methylglycine), GLY-GLY (diglycine), 
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BICINE (N,N-bis[2-hydroxyethyl]-glycine), HEPBS (acide N-[2- 
hydroxyethyl]piperazine-N'-[4-butanesulfonique]), TAPS (acide N- 
tris[hydroxymethyl]methyl-3-aminopropanesulfonique), AMPD (2-amino-2- 
methyl-1 ,3-promanediol), TABS (acide N-tris[hydroxymethyl]methyl-4- 
amino butane sulfonique), AMPSO (acide 3-[(1,1-dimethyl-2- 
hydroxyethyi)amino]-2-hydroxypropanesulfonique), CHES (acide 2-(N- 
cyclohexylamino)ethanesulfonique), CAPSO (acide 3-[cyclohexylamino]-2- 
hydroxy-1-propanesulfonique), AMP (2-amino-2-methyl-1-propanol), CAPS 
(acide 3-cyclohexylamino-1-propane-sulfonique) ou CABS (acide 4- 
[cyclohexylamino]-1-butanesulfonique), de preference AMPD, TABS, 
AMPSO, CHES, CAPSO, AMP, CAPS ou CABS. 

Du point de vue du pH du liquide biologique dans le tampon 
d'analyse, y compris I'additif, celui-ci peut varier entre 2 et 12. Neanmoins, 
en electrophorese capillaire a pH alcalin, le pH est compris entre 8 et 12, 
de preference entre 9 et 1 1 , et de facon plus particulierement preferee a 
une valeur d'environ 10. 

Les tampons d'analyse selon I'invention peuvent en outre 
comporter au moins un compose modifiant le pH. A titre de modificateur de 
pH, on peut utiliser un compose choisi parmi I'hydroxyde de lithium, 
I'hydroxyde de sodium, I'hydroxyde de potassium, I'hydroxyde de rubidium, 
I'hydroxyde de cesium, I'hydroxyde de francium, un hydroxyde de mono-, 
di-, tri- ou tetra-alkyl ammonium ayant de 1 a 8 atomes de carbone dans la 
partie alkyle. 

Selon I'invention, les tampons d'analyse sont utilises dans les 
conditions et concentrations usuelles, a savoir de I'ordre de 10 a 500 mM, 
de preference 20 a 400 mM. 

Les additifs selon I'invention sont utilises dans des 
concentrations allant de 0,1 mM a 500 mM, sans toutefois exceder leur 
concentration micellaire critique dans le tampon d'analyse. 

Cette valeur de concentration micellaire critique intervient pour 
les additifs qui sont des surfactants. 
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Lorsque I'octanesuifonate est utilise, sa concentration dans le 
tampon est de I'ordre de 1 a 4 mM, et de preference la concentration est 

d'environ 2,5 mM. 

Les compositions de tampon de I'invention sont preparees de 
fagon usuelle pour des compositions de tampon d'analyse, a savoir par 
adjonction des constituants sous forme liquide, ou solide a diluer, a un 
support acceptable. De facon usuelle, le support est de I'eau, distillee ou 
demineralisee. 

Du point de vue des materiaux utilises pour les capillaires, ceux- 
ci sont usuels en electrophorese capillaire. Ainsi, on peut utiliser des 
capillaires de silice fondue. Leur diametre interne peut aller de 5 a 2 000 
urn. De fagon preferee, on utilise selon I'invention des capillaires de 
diametre interne inferieur a 200 urn, de preference inferieur a 100 pm. On 
utilise de preference des capillaires a surface interieure non. traitee. Le 
specialists saura adapter la nature du capillaire et sa taille aux besoins de 
I'analyse. 

Exemples 

MATERIEL ET METHODES 

A) Electrophorese capillaire (methode A) 

L'electrophorese capillaire d'echantillons cliniques est realisee 
sur un appareil d'EC equipe d'un capillaire en silice fondue de diametre 
interne 25 microns. La detection est realisee a 200 nm. Les echantillons 
sont places dans le passeur d'echantillons de I'appareil et injectes 
automatiquement par injection hydrodynamique (50 mbars pendant 7 s). La 
separation des echantillons est realisee en moins de 10 minutes en 
appliquant un champ electrique d'environ 400 V/cm. Le capillaire est lave 
avant chaque analyse par la soude 0,5 M, puis par le tampon d'analyse. 

Tampons d'analyse : 

Les produits chimiques utilises sont de grade analytique. 
Le tampon glycine 150 mM est prepare en dissolvant 1 1 ,26 g de 
glycine' (masse m'olaire 75,07 g/mol) dans 1 I d'eau demineralisee. La 
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Lorsque I'octanesulfonate est utilise, sa concentration dans le 
tampon est de I'ordre de 1 a 4 mM, et de preference la concentration est 
d'environ 2,5 mM. 

Dans les procedes de I'invention, le tampon d'analyse peut en 
outre comporter du sulfate de sodium. 

Les compositions de tampon de I'invention sont preparees de 
facon usuelle pour des compositions de tampon d'analyse, a savoir par 
adjonction des constituants sous forme liquide, ou solide a diluer, a un 
support acceptable. De facon usuelle, le support est de I'eau, distillee ou 
demineralisee. 

Du point de vue des materiaux utilises pour les capillaires, ceux- 
ci sont usuels en electrophorese capillaire. Ainsi, on peut utiliser des 
capillaires de silice fondue. Leur diametre interne peut aller de 5 a 2 000 
urn. De facon preferee, on utilise selon I'invention des capillaires de 
diametre interne inferieur a 200 urn, de preference inferieur a 100 pm. On 
utilise de preference des capillaires a surface interieure non traitee. Le 
specialiste saura adapter la nature du capillaire et sa taille aux besoins de 
I'analyse. 

Exemples 

MATERIEL ET METHODES 

A) Electrophorese capillaire (methode A) 

L'electrophorese capillaire d'echantillons cliniques est realisee 
sur un appareil d'EC equipe d'un capillaire en silice fondue de diametre 
interne 25 microns. La detection est realisee a 200 nm. Les echantillons 
sont places dans le passeur d'echantillons de I'appareil et injectes 
automatiquement par injection hydrodynamique (50 mbars pendant 7 s). La 
separation des echantillons est realisee en moins de 10 minutes en 
appliquant un champ electrique d'environ 400 V/cm. Le capillaire est lave 
avani chaque analyse par la soude 0,5 M, puis par le tampon d'analyse. 

Tampons d'analyse : 

Les produits chimiques utilises sont de grade analytique. 
Le tampon glycine 150 mM est prepare en dissolvant 11,26 g de 
glycine (masse molaire 75,07 g/mol) dans 1 I d'eau demineralisee. La 
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concentration finale est de 150 mM et le pH est ajuste a 10,0 par addition 
de pastilles de soude (masse molaire : 40,0 g/mol). 

Le tampon borate 1 50 mM est prepare en dissolvant 9,3 g 
d'acide borique (masse molaire : 61 ,83 g/mdl)dans 1 I d'eau demineralisee, 
■ et 5,1 g de soude (masse molaire : 40,0 g/mol). La concentration finale est 

de 1 50 mM et le pH de 1 0,0. 

B) Electrophorese sur ael d'aaarose (methode B) 

L'analyse comparative de proteines seriques est realisee sur gel 
d'agarose. 10 uL de . serum ont ete charges dans chaque puits de 
I'applicateur a membrane decrit dans les brevets EP 0 493 996, 
US 5,464,515, US 5,405,516. L'applicateur ainsi charge a ensuite ete 
applique a la surface d'un gel d'agarose pendant 30 s. La separation de 
ces echantillons appliques sur ce gel d'agarose a ete obtenue par 
electrophorese pendant 7,5 minutes environ et a une puissance de 20 W, 
sur un instrument permettant de reguler la temperature a 20°C. Apres 
migration, le gel a ete seche et colore a I'amidoschwarz. Apres coloration, 
le gel est decolore et seche a nouveau. Les gels sont alors analyses par 
densitometrie ce qui permet d'obtenir les profils proteiques. 

C) Echantillons cliniaues : 

Pour I'EC, les serums humains sont di|ues au 1/10 eme dans le 
tampon d'analyse. 

Exemple 1 (comparatif) 

Un tampon d'analyse glycine est prepare comme ci-dessus. On 

a analyse du serum normal. 

L' electrophorese a ete realisee selon la methode A ci-dessus. 

Comme cela apparait sur la figure 1, I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a drpite, cinq pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y, B, a 2 , ai-globuline et albumine. 
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Exemple 2 

Au tampon d'analyse de I'exemple 1, on ajoute de 
I'octanesulfonate a une concentration de 2,5 mM. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 1 . 

Comme cela apparait sur la figure 2, I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a droite, cinq pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y, p, a 2l a^globuline et albumine. Par 
comparaison avec le resultat de I'exemple 1 , la separation entre les deux 
fractions c^-globuline et albumine est nettement amelioree et le retour a la 
ligne de base est meilleur. 

Exemple 3 (comparatif) 

On opere comme a I'exemple 1, le tampon d'analyse utilise etant 
un tampon borate prepare comme indique ci-dessus. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 1 . 

Comme cela apparait sur la figure 3 I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a droite, six pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y-, p 2 ., p n „ a 2 ., arglobuline et albumine. 

Exemple 4 

Au tampon de I'exemple 4, on ajoute de I'octanesulfonate a une 
concentration de 2,5 mM. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 1 . 

Comme cela apparait sur la figure 4, I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a droite, six pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y, p 2 , p 1( a 2 , o^-globuline et albumine. La 
separation entre les deux fractions a r et albumine est nettement amelioree 
et le retour a la ligne de base est meilleur. 

Exemple 5 ( comparatif) 

On obtient I'electropherogramme de la figure 5 en analysant le 
meme serum qu'aux exemples precedents par la methode B ci-dessus. Par 
comparaison avec le resultat obtenu aux exemples 2 et 4, on constate que 
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ces modes de realisation permettent d'obtenir une resolution pratiquement 
comparable a la resolution obtenue sur gel d'agorose. 
Exemple 6 fcomparatif) 

Un tampon d'analyse glycine 150 mM a ete prepare. 

Du serum a fortes en- et a 2 -globulines a ete analyse. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 1 . 

Comme cela apparait stir la figure 6, I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a droite, cinq pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y, p, a 2 , a-i-globuline et albumine. 

Exemple 7 [ • 

Au tampon d'analyse de I'exemple 7, on ajoute de 
I'octanesulfonate a une concentration.de 2,5mM. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 6. 

Comme cela apparait sur la figure 7, I'electropherogramme 
obtenu presente, de gauche a droite, cinq pics successifs attribues 
respectivement aux fractions y, p, <x 2 , ai-globuline et albumine. Par 
comparaison avec le resultat de I'exemple 6, la separation entre les deux 
fractions ai-globuline et albumine est nettement amelioree et le retour a la 

ligne de base est meilleur. 

Exemple 8 fcomparatif) . 

On opere comme a I'exemple 6, le tampon utilise etant un 
tampon borate 150 mM. 

i 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 6. 

Comme cela apparait sur la figure 8 I'electropherogramme 
obtenu dans les memes conditions presente, de gauche a droite, six pics 
successifs attribues respectivement aux fractions y, p 2 . Pi. a 2 , ai-globuline 

et albumine. 

Exemple 9 

Au tampon de I'exemple 8, on ajoute de I'octanesulfonate a une 

concentration de 2,5 mM. 

L'electrophorese a ete realisee comme a I'exemple 6. 
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Comme cela apparaTt sur la figure 9, I'electropherogramme 
obtenu dans les memes conditions presente, de gauche a droite, six pics 
successifs attribues respectivement aux fractions y, p 2 , p 1f cc 2> cn-globuline 
et albumine. La separation entre les deux fractions a r et albumine est 
amelioree par un meilleur retour a la ligne de base. On observe que la 
fraction tt1 est composee de deux pics, dont I'un, qui correspond a 
I'orosomucoTde etait, en I'absence d'octanesulfonate, confondu avec le pic 
de I'albumine. 

Exemple 10 (comp aratif) 

On obtient I'electropherogramme de la figure 10 en analysant le 
meme serum qu'aux exemples 6 a 9 par la methode B ci-dessus. Par 
comparaison avec le resultat obtenu aux exemples 7 et 9, on constate que 
ces modes de realisation permettent d'obtenir une resolution pratiquement 
comparable a la resolution obtenue sur gel d'agarose. 

Exemple 1 1 

On a. mesure la mobilite (rnn -1 ) comparee de I'on-globuline et de 
I'albumine, dans un tampon borate (150 mM) a pH 10, par la methode A ci- 
dessus. On a ajoute des alkylsulfonates de longueur (n) de chame alkyle 
croissante (n represente 4, 6, 8 et 10 respectivement pour C 4 , C 6 , C 8 et Ci 0 
et n=0 correspond a un tampon sans alkylsulfonate) a une concentration de 
2,5 mM au tampon borate. Les mobilites des fractions alpha-1 et albumine 
ont ete calculees et reportees sur le graphique de la figure 11. On observe 
une nette diminution de la mobilite de I'albumine (0) par rapport a celle de 
la fraction alpha-1 (♦) a partir d'une chame en C6. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'electrophorese capillaire en solution libre a pH 
alcalin pour I'analyse d'echantillons comportant des constituants 
proteiques, caracterise en ce qu'il comporte au moins une etape ou : 

on introduit I'echantillon dans un tube capillaire contenant un tampon 
d'analyse, ledit tampon d'analyse comportant en outre au moins un additif 
capable d'interaction hydrophobe avec un ou plusieurs constituants 
proteiques et capable d'apporter a ce ou ces constituants proteiques une 
ou plusieurs charges negatives et d'en modifier la mobilite 

electrophoretique. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comporte en outre la separation des constituants par migration et la 
detection de ces constituants. 

3. Procede seion la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 

Techantillon est biologique. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en 
ce que Techantillon est un echantillon de serum, du sang hemolyse, 
plasma, urine ou liquide cephalo-rachidien. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en 
ce que les constituants sont des proteines seriques. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que les constituants sont Palbumine et les fractions a r , a 2 -, P- ou Pi- P2- 
et y-globuline. 

7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce que ledit additif comporte un pole anionique a un pH superieur a 9 et 

une partie hydrophobe. 

8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7, caracterise en 
ce que ledit additif comporte une partie hydrophobe composee d'au moins 
une chaine alkyle, ramifiee ou non, de 4 a 20 atomes de carbones, et/ou 
d'au moins une combinaison de 1 a 10 cycles, aromatiques ou non, et un 
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pole anionique constitue par un ou plusieurs groupes choisi(s) parmi les 
sulfonates, carboxylates, sulfates, phosphates et carbonates. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en 
ce que ledit additif est choisi parmi les surfactants anioniques du type 
cholate, les C 6 a C 10 -alkylsulfonates, le tetradecenesulfonate, les 
naphtalenesulfonates, les C 6 a C 14 -alkylcarboxylates, les 
naphtalenecarboxylates, les C 4 a C 14 -alkylsulfates, les C 4 a 
C 14 -alkylcarbonates; les benzenesulfonates, les benzenecarboxylates et les 
tampons biologiques zwitterioniques. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en 
ce que Padditif est un C 6 a C 10 alkylsulfonate. 

11. Procede selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise en 
ce que I'additif est I'octanesulfonate. 

12. Procede selon I'une des revendications 1 a 11, caracterise en 
ce que la concentration en additif dans le tampon est comprise entre 
0,1 mM et 500 mM, sans exceder le cas echeant la concentration micellaire 
critique dudit additif dans ledit tampon. 

13. Procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en 
ce que la concentration dudit additif dans ledit tampon est comprise entre 
1 mM et 4 mM. 

14. Procede selon I'une des revendication 1 a 13, caracterise en 
ce que la concentration d'additif dans le tampon est de I'ordre de 2,5 mM. 

15. Procede selon I'une des revendications 1 a 14, caracterise en 
ce que le pH dudit tampon d'analyse est compris entre 9 et 1 1 . 

16. Procede selon I'une des revendications 1 a 15 caracterise en 
ce que le capillaire est en silice fondue. 

17. Procede selon I'une des revendications 1 a 16, caracterise en 
ce que le tampon d'analyse comprend en outre au moins un modificateur 
de pH. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que le 
modificateur de pH est choisi parmi I'hydroxyde de lithium, I'hydroxyde de 
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sodium, I'hydroxyde de potassium, I'hydroxyde de rubidium, I'hydroxyde de 
cesium, I'hydroxyde de francium, un hydroxyde de mono-, di-, tri- ou tetra- 
alkyl ammonium ayant de 1 a 8 atomes de carbone dans la partie alkyle. 

19. Procede de separation par electrophorese des constituants 
proteiques d'echantillons comportant de I'albumine et les fractions or ; a 2 - ; 
p- ou pi- et p 2 - ; et y-globuline, dans un tampon, procede dans lequel le 
tampon comporte en outre au moins un additif capable d'interaction 
hydrophobe avec I'albumine. 

20. Procede de separation electrophoretique, par electrophorese 
capillaire a pH alcalin en solution libre, des constituants proteiques d'un 
echantillon liquide, procede dans lequel on fait passer I'echantillon 
comportant lesdits constituants dans un capillaire contenant un tampon 
d'analyse comportant en outre au moins un additif, I'additif etant un 
compose comportant un pole anionique charge negativement a un pH 
superieur a 9 et une partie hydrophobe. 

"i 

21. Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en 
ce que le tampon d'analyse comporte en outre du sulfate de sodium. 

22. Composition d'electrolyte pour electrophorese capillaire, 

2 

caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un tampon et en outre au 
moins un additif capable d'interaction* hydrophobe avec Talbumine dans un 

support acceptable. 

23. Composition pour electrophorese capillaire, caracterisee en 
ce qu'elle comporte au moins un tampon d'analyse et un additif comportant 
une partie hydrophobe composee d'au moins une chaine alkyle, ramifiee ou 
non, de 4 a 20 atomes de carbones, et/ou d f au moins une combinaison de 
1 a 10 cycles, aromatiques ou non, et un pole anionique constitue par un 
ou plusieurs groupes choisi(s) parmi les sulfonates, carboxylates, sulfates, 
phosphates et carbonates. 

24. Composition pour electrophorese capillaire selon la 
revendication 23, caractierisee en ce que (edit additif est choisi parmi les 
surfactants anioniques du type cholate, les C 6 a C 10 -alkylsulfonates, le 
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sodium, Phydroxyde de potassium, I'hydroxyde de rubidium, I'hydroxyde de 
cesium, I'hydroxyde de francium, un hydroxyde de mono-, di-, tri- ou tetra- 
alkyl ammonium ayant de 1 a 8 atomes de carbone dans la partie alkyle. 

19. Procede de separation par electrophorese des constituants 
proteiques d'echantillons comportant de I'albumine et les fractions a r ; a 2 - ; 
p- ou p!- et p> ; et y-globuline, dans un tampon, procede dans lequel on fait 
passer I'echantillon comportant lesdits constituants dans un capillaire 
contenant un tampon d'analyse comportant en outre au moins un additif 
capable d'interaction hydrophobe avec I'albumine. 

20. Procede de separation electrophoretique, par electrophorese 
capillaire a pH alcalin en solution libre, des constituants proteiques d'un 
echantillon liquide, procede dans lequel on fait passer I'echantillon 
comportant lesdits constituants dans un capillaire contenant un tampon 
d'analyse comportant en outre au moins un additif, I'additif etant un 
compose comportant un pole anionique charge negativement a un pH 
superieur a 9 et une partie hydrophobe. 

21. Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en 
ce que le tampon d'analyse comporte en outre du sulfate de sodium. 

22. Composition d'electrolyte pour electrophorese capillaire, 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un tampon et en outre au 
moins un additif capable d'interaction hydrophobe avec I'albumine dans un 
support acceptable. 

23. Composition pour electrophorese capillaire, caracterisee en 
ce qu'elle comporte au moins un tampon d'analyse et un additif comportant 
une partie hydrophobe composee d'au moins une chaTne alkyle, ramifiee ou 
non, de 4 a 20 atomes de carbones, et/ou d'au moins une combinaison de 
1 a 10 cycles, aromatiques ou non, et un pole anionique constitue par un 
ou plusieurs groupes choisi(s) parmi les sulfonates, carboxylates, sulfates, 
phosphates et carbonates. 

24. Composition pour electrophorese capillaire selon la 
revendication 23, caracterisee en ce que ledit additif est choisi parmi les 
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tetradecenesulfonate, les naphtalenesulfonates, les C 6 a d 4 - 
alkylcarboxylates, les naphtalenecarboxylates, les C 4 a Ci 4 -alkylsulfates, 
les C 4 a Cu-alkylcarbonates; les benzenesulfonates, les 
benzenecarboxylates et les tampons biologiques zwitterioniques. 

25. Composition selon Tune des J revendicatiohs 22 a 24, 
caracterise en ce que I'additif est un C 6 a Cio-alkylsulfonate. 

26. Composition selon Tune des revendications 22 a 25, 
caracterisee en ce que I'additif est I'octanesulfonate. 
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surfactants anioniques du type chelate, les C 6 a C 10 -alkylsulfenates le 
tetradecenesulfonate, les naphtalenesulfonates, les C 6 a C 14 - 
alkylcarboxylates, les naphtalenecarboxy.ates, les C 4 a C 14 -alkylsulfates, 
'es C 4 a C 14 -alkylcarbonates; les benzenesulfonates les 
benzenecarboxylates et les tampons biologiques zwitterioniques. 

25. Composition selon Tune des revendications 22 a 24 
caracterise en ce que I'additif est un C 6 a C 10 -alkylsulfonate. 

26. Composition selon I'une des revendications 22 a 25 
caracterisee en ce que I'additif est I'octanesulfonate. 
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